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Neste trabalho realizou-se uma abordagem teórico-experimental para investigação do 
mecanismo reacional da reação multicomponente Petasis Borono-Mannich. Utilizando-
se da espectrometria de massas ESI(+)-MS(/MS), associada à técnica de etiquetas de 
cargas (charged-tag), da análise estrutural por raio-X e do emprego de cálculos de DFT 
para otimização conformacional e energia das espécies reacionais observadas, a 
metodologia possibilitou a proposição de um mecanismo reacional mais detalhado, e 
coerente com os dados disponíveis na literatura, para essa importante reação 
multicomponente. Notadamente, a participação do solvente para a formação do estado de 
transição responsável pela formação do produto da reação. Adicionalmente, para 
investigação dos fatores envolvidos na ação citotóxica apresentada pela 
diidropirimidinona (DHPM) monastrol no decurso do fuso mitótico celular,  utilizou-se a 
reação multicomponente de Biginelli, para a obtenção de novas DHPM´s fluorescentes 
planejadas a partir da inserção do fluorofulo benzotiadiazol (BTD) na estrutura base do 
monastrol, resultando na obtenção de derivados fluorescentes citotóxicos e não 
citotóxicos para observação direta, via microscopia confocal, dos fatores envolvidos na 









In this work, it have fulfilled as theoretical as experimental approach about mechanism 
reaction investigation of multicomponent reaction Petasis Borono-Mannich. For a 
complete investigation, it resorted the electronspray mass spectrometry ESI(+)-MS(/MS), 
associated with charged-tags shift as well as the structural analysis by X-ray and the use 
of DFT calculations for conformational and energy optimization for the species observed. 
The methodology allowed the proposal more detailed mechanism reaction and it is 
consistent with the available data found in literature about this important multicomponent 
reaction. Notably, it observed that the solvent participation in the transition form is 
responsible to afford the product. Additionally, Biginelli multicomponent reaction was 
used to afford new fluorescent dihidropirimidinones (DHPM´s) derivatives, designed 
through insertion of benzothiadiazol (BTD) on monastrol base structure, it was purpose 
to understand the factors involved in citotoxic action presented by DHPM monastrol in 
cellular mitotic spindle. This provided new citotoxic and non citotoxic fluorescent 
DHPM´s to direct observation, via confocal microscopy, on the biological action factors 







Os avanços da síntese orgânica desencadearam uma perspectiva ilimitada na 
arquitetura de novas moléculas, possibilitando a obtenção de estruturas variadas como o 
Taxol. Descoberto em 1971,1 seu mecanismo de estabilização das tubulinas celulares, 
inviabilizando a multiplicação de células cancerígenas, e sua estrutura complexa2 
despertaram interesse de grupos de pesquisas, tendo sua primeira síntese total apresentada 
em 1994, uma sequência de 31 etapas reacionais para a formação do produto, taxol, 
















Esquema 1. Síntese total do taxol por Nicolaou e colaboradores3 (com adaptações). 
 
A metodologia apresentada por Nicolaou e colaboradores demonstra a potencial 
ilimitado da síntese orgânica e seus avanços na conversão, inserção, proteção de grupos 
funcionais e a formação de ligações carbono-carbono. Entretanto existem desvantagens, 
notadamente para a obtenção de compostos de estrutura mais complexas, associadas ao 
procedimento de síntese linear: uso excessivo de solventes orgânicos, longos períodos 
                                                 
* Não há consenso quanto ao crédito da primeira síntese total, ver Holton e colaboradores; J. Am. Chem. 
Soc. 1994, 116, 1599. 
8 etapas + 7 etapas 
16 etapas 
Precursor 1 Intermediário 1 Precursor 2 
Intermediário 2 
* * * 
* 
* * 




reacionais, necessidade de isolamento e purificação de intermediários, baixos 
rendimentos, excesso de subprodutos e resíduos, elevados custos e recursos humanos que 
precisam ser sanados para a utilização prática em larga escala. E, nesse sentido, as reações 
multicomponentes (RMC´s) surgem como ferramenta alternativa junto ao escopo da 
síntese orgânica.  
Embora possuam as mesmas desvantagens da síntese linear (citadas 
anteriormente) as RMC´s minimizam de forma eficiente essas limitações por serem 
reações de “uma única etapa”, proporcionando economia efetiva de reagentes, solventes, 
processos de purificação e isolamento de intermediários, procedimentos e manipulações 
simples, menor uso de recursos humanos, melhores rendimentos globais, elevada 
viabilidade para obtenção de séries de compostos homólogos e implementação em larga 
escala.4,5 Tais características, consonantes com as demandas da química verde, 
proporcionaram a utilização das RMC´s na produção de fármacos6 como o praziquantel. 
Comercializado pela Merck® para o tratamento da esquistossomose, sua síntese industrial 
(5 etapas) utiliza excesso de KCN, gerando quantidade significativa de cianeto aquoso 
como resíduo.7 De forma alternativa, Dömling e colaboradores reportaram sua obtenção 
em duas etapas: uma RMC seguida de uma reação de ciclização.8,9 Metodologias distintas 















Esquema 2. Obtenção do praziquantel. 1) síntese industrial patenteada pela Merck®7 e 2) síntese via 
RMC.8,9 (com adaptações). 
1. Rota industrial – Merck®  




























Definidas como um processo reacional de uma única etapa (one-pot), onde três ou 
mais reagentes se unem para formar um produto majoritário, convergente e que possua a 
maioria dos átomos constituintes de seus reagentes (resultando em economia de 
átomos),10 as RMC´s são, com frequência, referenciadas como modelo ideal de síntese e 
nomeadas pela quantidade de reagentes que as constituem, o reagente principal, o nome 
de seus descobridores ou, ainda, variações desses.  
Os trabalhos de Strecker para a obtenção de -amino nitrilas (AAN), Hantzsch 
para diidropiridinas (DHPs), Biginelli na síntese de diidropirimidinonas (DHPMs) e 
Mannich para -amino carbonilas (BAC) marcam o início do desenvolvimento das 





















































Destacando-se, em 1959, os trabalhos de Ugi (denominada U-4CR),11,12 como a 
retomada das pesquisas em RMC. Consistindo numa reação entre 4 componentes, sua 
metodologia não apenas ampliou o escopo das RMC´s como também evidenciou a 



















Esquema 4. Variações da reação multicomponente Ugi-4C.11,12 (com adaptações). 
 
A complexidade estrutural e a variabilidade (esqueleto carbônico contendo 
heteroátomos e/ou anéis com elevado número de ligações; produtos funcionalizados 
como resultado da prévia escolha dos reagentes de partida) associadas a “pronta 
obtenção” de séries de compostos homólogos tornaram as RMC´s ferramenta atrativa 
para a síntese orgânica, despertando interesse de grupos de pesquisas voltados ao 
desenvolvimento dessa classe reacional objetivando a otimização das condições 
reacionais (solventes, temperatura, catálise e síntese assimétrica), a aplicação dos 
compostos obtidos (intermediários reacionais como building blocks, investigação da 














Baseado nos trabalhos de Behrend e Schiff, para a formação de adutos envolvendo 
uréia e compostos carbonilados,13 Pietro Biginelli reportou em 1891 a síntese do 
composto 10, um produto de cadeia aberta formado pela reação, em uma única etapa, 


















Esquema 5. Sínteses de Behrend, Schiff e Biginelli para obtenção de adutos envolvendo uréia.13 (Com 
adaptações). 
 
 Embora comprovadamente reconhecida como uma reação de adição, a estrutura 
inicialmente proposta por Biginelli mostrou-se equivocada, sendo o produto corretamente 
elucidado, por Biginelli em seus trabalhos seguintes, como uma diidropirimidinona 
(DHPM), a exemplo do monstrol (Esquema 6). As DHPM´s são especialmente 
importantes por apresentarem ação biológica diversificada,14–17 atuando como 
moduladoras de canais de cálcio, bactericidas, antivirais e, notadamente, inibidoras de 
proteínas do fuso mitótico (Eg5 kinases), características que fazem da RMC de Biginelli 
ferramenta essencial no desenvolvimento de novos agentes terapêuticos baseados na 




















Esquema 6. A esquerda: reação multicomponente de Biginelli para obtenção de DHPMs. A direita: estrutura 
do monastrol. 
 
Mayer e colaboradores reportaram, em 1999, a viabilidade do uso das DHPM´s 
como agentes antitumorais ao evidenciar a ação inibitória do monastrol na divisão 
celular.18 Durante a mitose observa-se, entre outros eventos, a separação gradativa dos 
centríolos (prófase) e sua migração em direções opostas (metáfase) para iniciar a divisão 
dos cromossomos que, neste ponto, já se encontram completamente condensados e 


















Figura 1. Movimento dos centríolos durante a mitose celular. Acima: Pictograma extraído de: 
http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Citologia2/nucleo6.php (com adaptações). Abaixo: imagens 












Enquanto outros compostos, a exemplo do taxol, possuem mecanismo de inibição 
celular baseado na estabilização das microtubulinas (interferindo no seu processo natural 
de crescimento e degradação),19,20 o monastrol apresentou atuação diferenciada e inédita 
durante o curso da mitose celular. Agindo sobre as proteínas motoras Eg5, responsáveis 
pela migração dos centríolos durante prófase, o monastrol inviabiliza o progresso de 
divisão celular ao impedir a formação do fuso dipolar que resultaria na metáfase, 
originando um fuso “monoastral” do qual, conforme observado nas imagens originais do 










Figura 2. Indução de fuso monoastral durante a mitose celular. A) célula cultivada sem a adição de 
monastrol (controle). B) fuso monoastral em célula tratada com monastrol (68 M). Em verde: 
microtubulinas; azul:cromatina.18   
 
Este mecanismo de ação proporcionou uma nova abordagem para obtenção de 
possíveis agentes antitumorais, compostos baseados na ação inibitória das proteínas 
motoras do fuso mitótico (kinesinas Eg5).21–24 Estruturalmente, as kinesinas Eg5 são 
formadas por um corpo helicoidal alongado, contendo proteínas motoras globulares em 
suas extremidades. A ação motora é resultado da adesão das proteínas motora ao substrato 
(a tubulina) e do “movimento circular” mediado pelo consumo de ATP (Figura 3).25,26 
Notadamente, a atuação do monastrol  sobre as proteínas Eg5 ocorre de forma 
alostérica, causando modificações estruturais que interferem na conversão do ATP.27,28 
Embora modificações estruturais para a obtenção de novas DHPM´s sejam virtualmente 
ilimitadas, a ação inibitória apresentada pelo monastrol não é uma característica associada 
a classe das DHPM´s. 
 
 












Figura 3. Representação esquemática da ação motora da Eg5. (Figura extraída da referência 26)  
 
Embora a possibilidade de obtenção de novas DHPM´s seja, em princípio, 
ilimitada, a ação citotóxica apresentada pelo monoastrol não é uma característica da classe 
das diidropirimidinonas. Ao contrário, os dados da literatura indicam a existência de uma 
relação estrutura/atividade bem definida a partir da estrutura básica do monastrol (Figura 
5). Em geral, oxo-derivados (obtidos a partir do emprego da uréia, via RMC de Biginelli) 
apresentam atividade inibitória menor, ou nula, quando comparados aos tio-derivados e, 
mais significativamente, a presença e posição do grupo hidróxido são fundamentais, 
enquanto a cadeira lateral do anel da DHPM é mais propensa a mudanças sem alterações 
significativas a atividade (Figura 5).29–32 
Resultados que, embora auxiliem na descobertas de novos análogos com potencial 
atividade biológica sobre as proteínas motoras Eg5, demonstram a complexidade 










Figura 4. grupos essenciais (farmacofórico) e secundários (auxofóricos) à atividade citotóxica apresentada 
pelo monastrol. 
Proteínas motoras 
Regiões secundárias à 
ação biológica 
(grupos auxofóricos) 













Figura 5. DHPM´s análogas ao monastrol e com atividade inibitória sobre as proteínas motoras Eg5. 
 
Carl Mannich, em 1912, ao reagir um composto contendo uma ligação C-H 
ativada na posição , uma carbonila não enolizável e uma amina (Esquema 7),33,34 
desenvolveu uma metodologia geral para a formação de -amino carbonilas, comumente 












Esquema 7. Síntese de -amino carbonilas via RMC de Mannich. Acima, amina terciária obtida por 
Mannich.33 Abaixo esquema geral da RMC de Mannich.34 
 
O mecanismo reacional da RMC de Mannich procede via formação do íon imínio 
(eletrófilo formado pela reação entre o formaldeído e a amina) que , em seguida, sofre um  
ataque nucleofílico pelo enol (gerado pelo composto contendo a ligação C-H ativada na 

















dimetilenastron fluorastrol Vasostrol VS-83 piperastrol 
NH4Cl + 
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Esquema 8. Mecanismo reacional, em meio ácido, da reação multicomponente de Mannich. 
 
As “bases de Mannich” podem ser empregadas como matéria prima para 
transformação de grupos funcionais, na produção de intermediários para a síntese de 













Esquema 9. Exemplos de conversões de grupos funcionais a partir das bases de Mannich. 
 
 
“base de Mannich” 
imínio enol 
base de Mannich 
-NHR2 MR3 
















Esquema 10. Exemplos de conversão de grupos funcionais e compostos obtidos via bases de Mannich.35 
 
Entretanto, ácidos carboxílicos e derivados não são reativos limitando-se ao uso 
de cetonas e aldeídos como substratos enolizáveis; aminas terciárias não são reativas, 
enquanto primárias e a amônia levam a formação de subprodutos por substituição de seus 
átomos de H (Esquema 11), bem como elevadas temperaturas, longo período reacional e 
utilização de solventes polares são fatores limitantes necessários para condição reacional, 
tornando o aspecto metodológico objeto de estudo de grupos de pesquisa, tanto para a 











Esquema 11. Limitações a RMC de Mannich. Ácidos carboxílicos e derivados não tendem a formação de 











testes para tratamento da hipertensão  
+ + 




Buscando alternativas para o nucleófilo utilizado por Mannich e objetivando a 
síntese de aminas alílicas (Figura 6),37–41 Petasis e colaboradores utilizaram compostos 
de boro como componente alternativo a reação de Mannich, metodologia posteriormente 























Esquema 12. RMC Petasis-boronic Mannich. Reagentes e condições: i) tolueno, 90°C, 10 min.; ii) adição 
do ácido vinilborônico, 90°C, 30 min. 
 
Diferente da reação de Mannich, a PBM não possui evidências suficientes que 
corroborem para o estabelecimento de um mecanismo reacional geral, existindo poucos 
dados experimentais e resultados conflitantes na literatura,43 limitando, por exemplo, o 
















As proposições mecanísticas baseiam-se em estudos teóricos46,47 ou de trabalhos 
de síntese que utilizam a reação como etapa sintética para obtenção de determinados 
produtos.48–50 Embora experimentos de RMN 11B e do efeitos de solventes48 sobre a 
reação tenham evidenciado a importância do uso de solventes polares próticos para o 
sucesso da reação, não foram encontradas evidências diretas dos intermediários 
envolvidos no mecanismo reacional. Assim, a busca por um mecanismo detalhado para a 
reação PBM continua em aberto e foco de intenso debate. 
Consistindo em uma variação direta da reação de Mannich, as propostas 
mecanísticas para a PBM pressupõem, inicialmente, a formação do íon imínio, sua reação 
com o ácido borônico e posterior transferência do grupo vinil/aril. Não havendo 











Esquema 13. Mecanismo simplificado para a reação PBM, indicando a formação do íon imínio. 
 
A espectrometria de massas, principalmente pelo uso da ionização por 
electrospray (ESI), tem contribuído para a compreensão de mecanismos reacionais51–54 
como Morita-Baylis-Hillman,55 Heck56 e Hantzsch.57 Apesar dos avanços obtidos via 
ESI-MS(/MS)58 na elucidação de mecanismos reacionais a técnica não se aplica a reações 
que geram, como intermediários, espécies neutras (zwitterion) e, embora a modificação 
do meio reacional pela alteração do pH favoreça a formação de espécies carregadas, a 
adição de ácido/base tende a interferir no caminho reacional, podendo levar a falsas 
conclusões sobre o mecanismo reacional.  
A utilização de marcadores de carga (charge tags), também chamados de etiquetas 
de carga, vem superando essa limitação e ampliando o uso da técnica de ESI-MS(/MS) 





covalentemente e preferencialmente a regiões não reativas das moléculas dos reagentes, 
favorecem a detecção e caracterização da maioria, ou da totalidade, das espécies 
reacionais formadas no meio reacional, principalmente dos intermediários-chave que sem 


















1. A investigação do mecanismo reacional da RMC Petasis-boronic Mannich - tema 
pouco abordado na literatura e que, até o desenvolvimento deste trabalho, não 
possuía uma abordagem empírica voltada especificamente ao tema - utilizando: 
1. Espectroscopia de massas para a investigação dos intermediários gerados 
no curso da reação; 
2. Técnica de marcadores de carga (charged tag) para evitar a formação de 
espécies intermediárias neutras; 
3. Cálculos teóricos para otimização da geometria, energia e estados de 
transição. 
 
2. Investigação direta da atividade citotóxica (inibição do fuso mitótico celular) de 
novas DHPM´s fluorescentes, utilizando-se: 
1. Da síntese de precursores fluorescentes, baseados no núcleo 
benzotiadiazol (BTD); 
2. A RMC de Biginelli para a obtenção de novas DHPM´s, racionalizadas a 
partir do monastrol; 
3. A avaliação citotóxica em linhagens de células cancerígenas MCF-7 
(adenocarcinoma de mama humano); 





Materiais e Métodos 
 
 As reações e procedimentos químicos foram realizados no Laboratório de 
Química Medicinal e Tecnológica da Universidade de Brasília – LaQuiMeT/UnB; 
 Os solventes e reagentes foram adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Merck 
e Vetec) e, quando necessários, tratados/purificados/secos segundo 
procedimentos descritos específicos. 60; 
 Análises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram efetuadas em placas 
de sílicagel suportadas em alumínio 60F254/02 mm (Merck), utilizando como 
reveladores: luz ultravioleta, iodo e solução de vanilina sulfúrica; 
 Os produtos obtidos foram purificados por cristalização/cromatografia em coluna 
utilizando silicagel 60 (0,05 0,2 mm) como fase estacionária, e acetato de etila em 
hexano, em concentrações variáveis, como fase móvel; 
 Os espectros de RMN 1H e 13C foram registrados em espectrômetros Varian 
Mercury Plus (300 MHz, 7.05T), utilizando como solvente CDCl3 e DMSO. Os 
deslocamentos químicos foram expressos em ppm (, com referência ao TMS ( 
= 0 ppm), e os padrões de acoplamentos definidos por: s (simpleto), d (dupleto), t 
(tripleto), m (multipleto), dd (duplo dupleto), td (triplo dupleto), dt (duplo tripleto) 
e bl (banda larga); 
 Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o programa ACD labs; 
 Os nomes dos compostos apresentados, bem como suas estruturas, foram obtidos 
utilizando-se o programa ChemBioOffice 2011. 
 Os ensaios biológicos foram realizados no Instituto de Biologia da Universidade 
de Brasília – IB/UnB sob a supervisão do prof. Dr. José Raimundo Corrêa; 
 As análises e processamento dos dados de imageamento celular foram realizados 










Experimento de Espectroscopia de Massas: 
 
 As análises foram realizadas no laboratório ThoMSon-Unicamp (Thomson Mass 
Spectrometry Laboratory) em colaboração com a Dr.ª Giovana A. Bataglion e sob a 
supervisão do prof. Dr. Marcos N. Eberlin (coordenador do grupo ThoMSon) utilizando-
se o sistema Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS, constituído por uma fonte ESI e a 
analisador híbrido quadrupolo/TOF. As condições utilizadas para a fonte de ionização 
foram:  temperatura de gás 280°C, gás de secagem a 11 L.min.-1, nebulizador a 30 psi, 
gás de cobertura a 300°C, gás de fluxo a 12 L.min.-1, Vcap a 3000 V. Alíquotas de 10 L, 
coletadas no decurso da reação, diluídas em 1 mL de metanol, foram utilizadas na 
aquisição do dados espectroscópicos, no modo positivo, abrangendo a escala de m/z 100 
a 1000. Para as análises de MS/MS os íons de interesse foram selecionados no analisador 
quadrupolar e transferidos para a célula de colisão (com energia variando de 10 a 40 V 
dependendo do padrão de fragmentação do íon de interesse) seguindo para o analisador 
TOF, com a escala ajustada até m/z 50 acima do íon precursor. Os dados foram obtidos e 





 Todos os cálculos, realizados pelo prof. Dr. Daví A. C. Ferreira, do Instituto de 
Química da Universidade de Brasília – IQ/UnB, foram baseados na Teoria de Densidade 
Funcional (DFT), utilizando-se o funcional PBE1PBE combinado a base cc-pVDZ para 
otimização da geometria molecular. Para a otimização dos estados de transição utilizou-
se o algoritmo de Berny. Todas as estruturas foram otimizadas e os cálculos de frequência 
foram realizados de modo a garantir a ausência de quaisquer frequências imaginárias em 
mínimos locais e apenas a presença de uma única frequência imaginária nos estados de 
transição. A energia vibracional do ponto zero (ZPVE) foi calculada a 298,15 K e 1 atm. 
Para o cálculo das estruturas utilizou-se o metanol como meio reacional, empregando o 
tratamento explícito investigação do solvente do mecanismo reacional. Os cálculos 





i. Procedimentos Sintéticos 
 
Condição reacional para a RMC Petasis Borono-Mannich: 
 
Reação 1: salicilaldeído, morfolina e ácido (4-formilfenil)borônico; 
Reação 2: 4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído, morfolina e ácido (4-formilfenil)borônico; 
Reação 3: salicilaldeído, benzilamina e ácido (4-formilfenil)borônico; 
Reação 4: -(N,N-dietilamino)-salicilaldeído, benzilamina e ácido (4-formilfenil)borônico. 
  
A mistura reacional, empregando-se as reações de 1-4, foi preparada diluindo-se 
0,25 mmol de cada reagente (1:1:1) em 2,5 mL de metanol (ou tolueno). A solução 
metanólica foi aquecida a 65°C (90°C para o tolueno) durante 4 horas, período em que 
foram coletadas alíquotas (1 L para 1 mL do mesmo solvente utilizado para a reação, 
metonol ou tolueno) para análise ESI(+)-MS(/MS). A reação 3, em metanol, apresentou 



















Em um balão de 2 L foram diluídos, a temperatura ambiente, 30 g de 1,2-diamina 
(0,278 mol) e 155 mL de Et3N (1,113 mol) em 1 L de CH2Cl2. Após a adição gota-a-gota 
de 40 mL (0,551 mol) de SOCl2, o sistema reacional foi mantido sob refluxo por um 
período de 8 horas.  
A mistura reacional foi concentrada em rotaevaporador, diluída em 700 mL de 
H2O e acidificada com HClconc. até atingir pH = 2, em seguida, realizou-se a destilação 
por arreste de vapor. A fase aquosa obtida foi submetida à extração com CH2Cl2 (4 x 250 
mL), seca com K2CO3 e concentrada em rotaevaporador, fornecendo 26,81 g (71%) de 
um sólido de cor banca, caracterizado como o composto BTD. 
 
P.F. (°C) = 42 - 44  
 
RMN 1H [600 MHz, CDCl3,  (multiplicidade)]: 8,01 (d, 9,90 Hz, 0,99); 7,58 (d, 9,90 
Hz, 1,00). 
   








108,14 g mol-1 
cloreto de tionila 
Cl2OS 
118,97 g mol-1 
BTD 
C6H4N2S 
136,17 g mol-1 
Et3N 
CH2Cl2, t.a. + 
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Em um balão de 2 bocas, de 1 L de capacidade, acoplado a um condensador e um 
funil de adição (contendo uma mistura de 15 mL g de Br2 em 130 mL de HBr) adicionou-
se 150 mL de HBr conc e diluiu-se 13,0 g (95,5 mmol) de BTD. A mistura reacional foi 
levada à temperatura de refluxo para, em seguida, adicionar (gota-a-gota durante um 
intervalo de 1 hora) a solução contida no funil de adição. Outros 130 mL de HBr foram 
adicionados e o refluxo mantido por 8 horas, observando-se gradativa deposição de um 
sólido nas paredes do balão. Atingido a temperatura ambiente, adicionou-se NaHSO3 para 
reagir com o Br2 em excesso.  
A mistura reacional foi filtrada e a parte sólida obtida lavada exaustivamente com 
H2O e uma vez com 50 mL de acetona (fria), resultando em 26,5 g (94%) de um sólido 
de cor amarela, caracterizado como o produto BTD_Br2. 
 
P.F. (°C) = 187 – 188 
 
RMN 1H [600 MHz, CDCl3,  (multiplicidade)]: 7,72 (s, 2,00). 
    













293,97 g mol-1 
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Em tubo schlenk sob aquecimento (80°C), posto sob agitação e atmosfera inerte, 
0,516 g (1,76 mmol) de BTD_Br2, 1,087g (6,63 mmol) do ácido borônico, 1,276 g (9,25 
mmol) de Na2CO3 e 0,052 g de Pd(PPh3)4 reagiram, em 10 ml de etanol, por 24 horas. A 
mistura reacional possuía, inicialmente, coloração castanha e no decorrer do tempo 
observou-se gradativa formação de sólido de cor amarela, apresentando coloração azul 
sob comprimento de onda de 366 nm.   
A mistura reacional foi diluída em água (70 mL) e extraída com acetato de etila 
(4 x 25 mL). As frações orgânicas foram reunidas, secadas com Na2SO4 e concentradas 
em evaporador rotatório, fornecendo 275,9 mg (46 %) de um sólido de cor amarela, 
apresentando coloração azul quando visto sob comprimento de onda de 366 nm, 
caracterizado como sendo composto BTD_Br2-mp01. 
 
P.F. (°C) = 243 - 245 
 
RMN 1H [300 MHz, CDCl3,  (multiplicidade, J, integral)]: 10,14 (s, 1,09); 8,18 (d, 8,07 
Hz, 2,07); 8,09 (d, 8,07 Hz, 2,09); 7,92 (s, 1,00). 
 







293,97 g mol-1 
ácido borônico 
C7H7BO3 






























Em tubo schlenk sob aquecimento (85°C), agitação e atmosfera inerte, 182,7 mg 
(0,53 mmol) do aldeído BTD_Br2-mp01, 152,3 mg (2,00 mmol) de tiouréia e 16,7 mg (23 
mol %) de CuCl2, reagiram com 529,0 mg (4,07 mmol) de acetoacetato de etila por 3 
horas. O precipitado formado no decurso da reação foi filtrado e lavado com etanol, 
fornecendo 78,1 mg (21,5%) de um sólido de cor amarela e coloração verde quando visto 
sob comprimento de onda de 366 nm, caracterizado como o composto BTD_Br2-pf01. 
 
P.F. (°C) = 258 - 260 
 
RMN 1H [300 MHz, DMSO,  (multiplicidade, J, integral)]: 10,45 (bl, 0,89); 9,81 (bl, 
0,81); 7,99 (d, 8,21 Hz, 2,00); 7,95 (s, 0,87); 7,41 (d, 8,21 Hz, 1,93); 5,29 (d, 3,52 Hz, 
0,80); 4,07 (t, 7,07 Hz, 1,52); 2,34 (s, 2,88); 1,16 (t, 7,03 Hz, 3,00) 
 
RMN 13C (75 MHz, DMSO, : 174,2; 165,2; 153,4; 145,3; 143,4; 142,0; 136,3; 132,0; 





























acetoacetato de etila 
C6H10O3 
130,14 g mol-1 
tiouréia 
CH4N2S 
76,12 g mol-1 
BTD_Br2-pf01 
C34H32N6O4S3 
684,85 g mol-1 
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 Em um frasco de 30 mL contendo 5 mL de tolueno, 151,0 mg (1,00 mmol) da 
BTD_NH2 e acetoacetato de etila (10 eq.) reagiram a 110°C por 1,5h em equipamento de 
micro-ondas. A mistura reacional foi concentrada em evaporador rotatório e purificada 
em coluna cromatográfica, utilizando-se sílica gel 70-230 mesh como fase estacionária e 
solução de acetato de etila em hexano (20%) como fase móvel, obtendo-se 98,0 mg 
(41,7%) de um sólido amarelo, caracterizado como o composto BTD_NH2-1,3-
dicarbonil. 
 
P.F. (°C) = 98 - 100 
 
RMN 1H [300 MHz, CDCl3,  (multiplicidade)]: 10,24 (bl, 0,73); 8,32 (d, 7,33 Hz, 1,00); 
7,57 (d, 8,79 Hz, 0,95); 7,46 (dd, 7,33, 8,79 Hz, 1,00); 3,67 (s, 1,92); 2,31 (s, 2,73). 
     












acetoacetato de etila 
C6H10O3 
130,14 g mol-1 
BTD_NH2 
C6H5N3S 
151,19 g mol-1 
BTD_NH2-1,3-dicarbonil 
C10H9N3O2S 
235,26 g mol-1 
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Em um tubo schlenk sob aquecimento (85°C), agitação e atmosfera inerte, reagiu-
se 58,3 mg (0,25 mmol) de BTD_NH2-mp01, 38,9 mg (0,26 mmol) de piperonal, 20,1 mg 
(0,28 mmol) de tiouréia e 4,7 mg (14 mol %) de CuCl2 por 3 horas. O precipitado formado 
no decurso reacional foi filtrado e lavado com etanol, fornecendo 19,7 mg (18,5%) de um 
sólido de cor amarela caracterizado como sendo o composto BTD_NH2-pf02. 
 
P.F. (°C) = 125 - 127 
 
RMN 1H [300 MHz, DMSO,  (multiplicidade)]: 10,14 (bl, 0,98); 9,88 (bl, 0,92); 9,54 
(bl, 0,90); 8,12 (d, 7,34 Hz, 0,98); 7,78 (d, 8,80 Hz, 1,02); 7,66 (dd, 8,80 7,34 Hz, 0,96); 
6,92 (m, 2,98); 5,99 (s, 2,00); 5,41 (s, 2,93 Hz, 0,99); 2,27 (s, 2,86). 
     
RMN 13C (75 MHz, DMSO, : 173,6; 165,1; 154,6; 148,5; 147,6; 147,0; 138,6; 136,7; 





151,19 g mol-1 
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425,48 g mol-1 
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ii. Ensaio Biológico 
Cultura celular: 
 
As linhagens de célula cancerígena, MCF-7 (mama adenocarcinoma humano), 
foram mantidas em meio de cultura apropriado, suplementado com soro fetal bovino 10%, 
penicilina a 100IU/mL e estreptomicina a 100 mg/mL, atmosfera a 5% de CO2 e 




Ensaio de viabilidade celular: 
 
 As células de MCF-7 foram semeadas por um período de 24 horas, empregando-
se separadamente soluções contendo as dihidropirimidinas (DHPM´s) BTD_Br2-pf01 e 
BTD_NH2-pf02 em concentrações de 16; 31; 62; 125; 250; 500 e 1000 M. As análises 
foram realizadas utilizando-se o método MTT padrão (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2-5-difeniltetrazol) em conformidade com as recomendações do fabricante (R&D 
System Inc, MN, USA). 
 Inicialmente, 3x103 células foram cultivadas em placa de 96 poros e mantidas a 
37°C durante a noite. As amostras foram incubadas com as DHPM´s por um período de 
24 horas, utilizando-se como controle negativo o solvente dimetilsulfóxido (DMSO) e o 
meio de cultura padrão como controle positivo. Após 24 horas de incubação, as soluções 
contendo as DHPM´s foram removidas e substituídas por 150 L de solução MTT (0,5 
mg/mL), deixando o meio de cultura no escuro, a 37°C, por 4 horas. A atividade 
metabólica das células reduz o MTT, transformando-o em cristais insolúveis de coloração 
roxa, que se acumulam no citoplasma celular. Em seguida, retira-se a solução de MTT e 
adiciona-se 200 L de DMSO a todas as amostras para solubilizar os cristais formados 
pela redução do MTT. A leitura da placa de poros é feita em um espectrofotômetro 
(Spectramax M5 – Molecular, Devices, CA, USA) utilizando-se comprimento de onda de 
570 nm. O ensaio MTT foi realizado em triplicata e de forma independente. 
A inibição da viabilidade celular é determinada comparando-se a evolução dos 
resultados de MTT para as amostras testadas, com os valores observados nas amostras de 
controle, e expresso de acordo com a fórmula: [sobrevivência % = [(amostra testada-
branco)/(amostra de controle-branco)] x 100.  Os resultados foram submetidos a One-way 
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ANOVA com pós teste de Dunnett utilizando-se GraphPad Prism versão 5.00 para 
Windows (GraphPad Software, San Diego CA, USA). 
 
 
Ensaio de Fluorescência: 
 
 As células foram semeadas em lamelas de vidro redondas de 13 mm no fundo de 
uma placa de 24 poços, deixadas a aderir durante a noite e lavadas três vezes com meio 
isento de soro para remoção das células não aderidas. Após a confluência, as células 
foram separadas em duas amostras - vivas e fixadas. As amostras vivas foram incubadas 
durante 30 minutos em soluções de 250 μM de BTD_Br2-pf01 ou BTD_NH2-pf02 a 37ºC. 
Essa concentração otimizada foi obtida a partir dos resultados do ensaio de viabilidade. 
As amostras foram lavadas três vezes com PBS 1X (pH 7,4) à temperatura ambiente e 
fixadas em formaldeído a 3,7% durante 30 minutos. As amostras foram novamente 
lavadas, três vezes em PBS 1X (pH 7,4) à temperatura ambiente e as lamelas foram 
montadas sobre lâminas de vidro utilizando ProLong Gold Antifade (Invitrogen, OR, 
USA) de acordo com as recomendações do fabricante. As amostras fixas foram primeiro 
lavadas três vezes em PBS 1X (pH 7,4) e depois fixadas em formaldeído a 3,7% durante 
30 minutos. Após o procedimento de fixação as amostras foram lavadas três vezes em 
PBS 1X (pH 7,4) à temperatura ambiente e incubadas durante 30 minutos em 250 μM de 
BTD_Br2-pf01 ou BTD_NH2-pf02 à temperatura ambiente. As amostras foram lavadas 
três vezes em PBS 1X (pH 7,4) à temperatura ambiente e as lamelas foram montadas 
sobre lâminas de vidro utilizando ProLong Gold Antifade (Invitrogen, OR, USA) de 
acordo com as recomendações do fabricante. O controle negativo foi realizado por 
incubação das amostras em 1% de DMSO (dimetilsulfóxido), que foi o diluente utilizado. 
 As amostras foram analisadas em microscópio Leica Confocal TCS SP5 
utilizando-se emissão de laser em comprimento de onda de 488 nm para excitação. Todos 
os ensaios foram realizados em triplicata e em três ensaios independentes para cada 





Análise de fuso mitótico por -tubulinas imunocarcadas: 
 
 Alíquotas de 7 × 104 células MCF-7 foram semeadas em lamelas de vidro 
redondas de 13 mm e colocadas na base de cada poço de uma placa de 24 poços. Após a 
adesão, as células foram tratadas durante 48 h com o BTD_NH2-fp02 a 250 μM ou 
tratadas com o BTD_Br2-pf01 a 1 mM. As amostras incubadas apenas em meio de cultura 
padrão, no mesmo período de tempo, foram utilizadas como controle negativo. As células 
foram lavadas três vezes em PBS, fixadas com formaldeído a 3,7%, permeabilizadas com 
Triton X-100 a 0,1% e bloqueadas em PBS suplementado com leite desnatado a 1%, 
albumina de soro bovino (BSA) a 2,5% e soro bovino fetal (FPS) a 8% a temperatura 
ambiente. As células foram incubadas durante a noite com anticorpo anti-α-tubulina de 
rato (1: 500) a 4 ° C, seguido por incubação com anticorpo secundário: Alexa Fluor 488 
de coelho e anti-rato IgG (1: 400), durante 1 hora a 37 ° C. Os núcleos foram corados com 
300 nM de DAPI. Os lamínulas foram montados sobre lâminas de vidro ProLong Gold 






















Capítulo 1: Investigações Sobre o Mecanismo Reacional da 
Reação Petasis Borono-Mannich 
 
Inicialmente, para observação dos possíveis intermediários formados durante a 
reação PBM, analisou-se a reação entre o salicilaldeído, a morfolina e ácido fenilborônico 
em metanol (Esquema 14). Empregando-se o salicilaldeído pelo fato de aldeídos contendo 










Esquema 14. Reação PBM utilizando salicilaldeído, morfolina e ácido borônico em etanol para análise via 
ESI(+)-MS(/MS). 
 
A primeira alíquota analisada via ESI(+)-MS (coletada após 5 minutos do início 
do período reacional) evidenciou a presença de cinco espécies na mistura reacional, os 
íons m/z 88, 164, 183, 196 e 270, sendo as espécies de m/z 88 e 270 correspondentes a 
forma [M-H]+ do reagente morfolina e do produto da reação, respectivamente (Figura 7).  
O padrão de fragmentação da espécie m/z 270 confirma a estrutura do produto 
obtido pela presença da espécie m/z 88 (morfolina [M-H]+) e do resíduo m/z 183, 
formados pela quebra da ligação N-C (Figura 8). Os íons de m/z 164 e 196 se inter-
relacionam pela perda de uma molécula de solvente (metanol, 32 Da), sendo a espécie 
m/z 196 constituída por uma interação supramolecular entre uma molécula de metanol e 
a espécie m/z 164 (um subproduto formado pela reação entre a morfolina e o ácido 
borônico) conforme observado via ESI(+)-MS/MS do íon 196 (Figura 9). 
 Embora o produto da reação tenha sido observado, e elucidado via ESI(+)-
MS/MS, nenhum intermediário reacional foi detectado ao longo do curso reacional. 
Alíquotas posteriores apenas evidenciaram a intensificação dos sinais referentes ao 
produto (m/z 270) e seu fragmento constituinte (m/z 183), Figura 10. 
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Figura 7. Espécies observadas, via ESI(+)-MS, na reação PBM utilizando salicilaldeído, morfolina e ácido 
















Figura 8. Padrão de fragmentação, ESI(+)-MS/MS, do produto da reação (m/z 270) PBM utilizando 
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Figura 9. ESI(+)-MS/MS evidenciando o padrão de fragmentação da espécie supramolecular m/z 196, 














Figura 10. ESI(+)-MS da reação PBM utilizando salicilaldeído, morfolina e ácido borônico em metanol. 
Nenhum intermediário reacional detectado ao longo do período reacional. Alíquota coletada após 60 min. 
do início do período reacional. 
 
 Assim, na tentativa de interceptar os possíveis intermediários envolvidos na 
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de etiquetas de cargas (chargged-tags), substituindo o salicilaldeído pelo composto 4-

















Esquema 15. Reações PBM para análise via ESI(+)-MS(/MS). Acima: reação entre o salicilaldeído, 
morfolina e ácido borônico. Abaixo: modificação utilizando o 4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído como 
etiqueta de carga.   
 
 A presença do grupo amino a estrutura do salicilaldeído potencializa a análise via 
ESI(+)-MS(/MS) ao proporcionar uma região susceptível a formação de cargas (íon 
amônio) evitando a formação de espécies neutras (zwiteriônicas), essenciais ao curso 
reacional que não foram detectadas anteriormente. 
 Decorridos 5 minutos do início da reação, a análise via ESI(+)-MS evidenciou a 
presença de duas espécies no meio reacional: o íon m/z 194 referente ao aldeído marcado 
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Figura 11. Espécies observadas, via ESI(+)-MS, na reação PBM utilizando o 4-(N,N-dietilamino)-
salicilaldeído, morfolina e ácido borônico em metanol. Alíquota coletada após 5 min. do início do período 
reacional. 
 
 A espécie m/z 263 corresponde ao intermediário formado pela reação entre o 
aldeído marcado (4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído) e a morfolina, (Esquema 16), com 








Esquema 16. Reação entre 4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído e morfolina para formação do intermediário 
imínio e sua conversão a enamina devido a presença do grupo 4-(N,N-dietilamino). 
 
Embora a inserção do aldeído marcado tenha possibilitado a interceptação deste 
intermediário reacional (m/z 263), alíquotas retiradas ao longo do período reacional não 
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Figura 12. ESI(+)-MS/MS evidenciando o padrão de fragmentação da espécie m/z 293, formada pela reação 
entre o 4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído e a forfolina. 
 
Para ampliar o escopo de observação, realizou-se uma segunda modificação a 
reação proposta no Esquema 14, a substituição da morfolina pela benzilamina (Esquema 
17), valendo-se do fato de aminas secundárias serem mais reativas do que as aminas 
primárias (como previamente descrito no Esquema 11, pág. 11), possibilitando, a 
princípio, a formação de mais espécies no meio reacional susceptíveis a análise via 
ESI(+)-MS(/MS).  
A primeira alíquota analisada (coletada após 5 minutos do início da reação) 
evidenciou a presença de uma única espécie no meio reacional. Este intermediário, com 
m/z 212, é formado pela reação entre o salicilaldeído e a benzilamina (e perda de uma 
molécula de H2O) fornecendo o íon imínio. O padrão de fragmentação da espécie m/z 
212, via ESI(+)-MS/MS, confirma a estrutura do íon imínio pela presença do íon tropílio 
(m/z 91) e consequente perda da espécie neutra 121 Da, devido a clivagem da ligação 
sigma C-N (Figura 13), um primeiro intermediário reacional análogo ao íon m/z 263 
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Esquema 17. Reações PBM para análise via ESI(+)-MS(/MS). Reação 1: salicilaldeído, morfolina e ácido 
borônico. Reação 2: modificação utilizando o 4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído como etiqueta de carga. 
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Figura 13. Acima: ESI(+)-MS da reação 3 evidenciando a presença do íon m/z 212, alíquota coletada após 












Esquema 18. Formação do íon imínio nas reações: 2) partir do 4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído e 
morfolina. 3) salicilaldeído e benzilamina. 
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Na alíquotas coletada após 30 minutos do início do período reacional, observa-se 
a presença de novas espécies no meio reacional, os íons m/z 298, 330, 352 e 509 conforme 



















Figura 14. Espécies observadas, ESI(+)-MS, na reação 3 (salicilaldeído, benzilamina e ácido borônico). 
Alíquota coletada após 30 min. do início do período reacional 
 
 As espécies m/z 330 e 298 apresentam o padrão isotópico do átomo de boro (sinal 
[M -1]+ com intensidade relativa de 1/3 ao sinal [M]+) e, conforme observado no padrão 
de fragmentação do íon m/z 330, se inter-relacionam pela perda de uma molécula de 
solvente (metanol, 32 Da).  
Consistindo em um derivado direto da espécie m/z 330, o padrão de fragmentação 
do íon m/z 298 (formação do íon tropílio e perda do resíduo 207 Da, devido a clivagem 
da ligação sigma C-N) possibilita a proposição das estruturas apresentadas para os 
intermediários m/z 330 e 298 (Figura 14) que, notadamente, apresentam um anel de seis 
membros (contendo os átomos de oxigênio, nitrogênio e boro) formado pela ligação do 
átomo de nitrogênio ao átomo de boro (Figura 15).  
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Figura 15. Acima: ESI(+)-MS/MS do íon m/z 330 evidenciando sua conversão a espécie m/z 298. Abaixo: 
padrão de fragmentação do íon m/z 298. 
 
A formação das espécies m/z 289 e 330 ocorre pela reação do intermediário imina 
(observado anteriormente como o íon imínio m/z 212) com o ácido borônico, resultando 
no intermediário acíclico de massa 315 Da que, após ciclização intramolecular, fornece o 
intermediário m/z 289. A adição de uma molécula de metanol (solvente utilizado na 
reação, 32 Da) a ligação dupla C=N resulta na formação da espécie m/z 330 (Esquema 
19).  
Embora o intermediário 315 Da (forma neutro) seja a espécie precursora dos íons 
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Esquema 19. Formação dos intermediários m/z 298 e 330 a partir da reação da imina com o ácido borônico. 
 
Apesar da análise via ESI(+)-MS/MS do íon m/z 509 apresentar fragmentos de 
estruturas não identificadas, possivelmente formada pelo resultado de rearranjos e/ou 
clivagens adicionais, esse intermediário parece ser resultado da reação de dupla 
condensação entre o ácido borônico e duas moléculas de iminas, apresentando a estrutura 















Esquema 20. Acima: formação do intermediário de massa 508 Da a partir da reação entre a imina e o ácido 














   
C34H30BN2O2+ 
m/z 509,2395 











O intermediário m/z 352, ao contrário das espécies m/z 298 e 330, apresenta uma 
estrutura acíclica em relação aos átomos de oxigênio, nitrogênio e boro e, embora seu 
padrão de fragmentação apresente íons com estrutura não elucidada (a exemplo da espécie 
m/z 509) uma estrutura possível para esse intermediário parece ser o produto da reação 
(produto 3, Esquema 17) complexado a espécie inorgânica B(OH)3, conforme observado 











Figura 16. Padrão de fragmentação do intermediário m/z 352, o produto da reação 3 complexado a espécie 
inorgânica B(OH)3. 
 
As estruturas das espécies m/z 298, 230 e 509 são formadas pela adição dos três 
reagentes utilizados na reação PBM (aldeído, amina e ácido borônico), estes 
intermediários poderiam, a princípio, levar a formação do produto da reação pela 
formação do precursor gerado pela transferência do grupo fenila, ligado ao átomo de boro, 

























Entretanto, a estrutura cíclica apresentada pelas espécies m/z 298 e 330 
proporcionam restrições geométricas/conformacionais que inviabilizam um estado de 
transição que possibilite a formação da ligação C-Ar.  
Por outro lado, a estrutura acíclica do intermediário m/z 509 poderia favorecer a 
formação de um estado de transição que possibilitasse a transferência do grupo fenila. A 
utilização da Teoria da Densidade Funcional (DFT), para o cálculo de otimização 
estrutural e energia de conversão da espécie 508 Da (forma neutra do íon m/z 509) num 
possível precursor do produto da reação, demonstrou a inviabilidade dessa conversão. 
Embora a forma acíclica da espécie 508 Da possua certa liberdade conformacional, o 
estado de transição necessário a transferência do grupo fenila não pode ser alcançado por 









Esquema 22. Formação de um possível precursor do produto da reação PBM pela transferência do grupo 
fenila a partir do intermediário 508 Da. Não há convergência via DFT (Nível teórico utilizado 
PBE1PBE/cc-pVDZ). 
 
Durante a realização dos experimentos, observou-se gradativa formação de 
cristais no frasco contendo a alíquota retirada após 4 horas do início da reação. A análise 
por raio-X confirmou ser a espécie neutra (zwitterion) 329 Da, um intermediário 
estruturalmente análogo a espécie m/z 330, mas com a molécula de metanol reagindo com 
o átomo de boro (Esquema 23), proporcionando evidência adicionais para a proposição 
estrutural dos intermediários observados via ESI(+)-MS(/MS).  
 Devido a quantidade de espécies observadas ao longo do período reacional, a 
reação 3 (salicilaldeído, benzilamina e ácido borônico em metanol, Esquema 17) foi 
novamente realizada utilizando-se tolueno (solvente apolar). A substituição do metanol 
(solvente polar prótico) teve por objetivo a verificação da influência do solvente no curso 
























Esquema 23. Acima: formação das espécies m/z 330 e 329 Da (zwitterion) a partir do intermediário m/z 
298. Abaixo: cristais da espécie 329 Da e sua elucidação estrutural por raio-X (ORTEP-3). 
 
O monitoramento via ESI(+)-MS da reação 3 empregando-se tolueno como 
solvente evidenciou apenas a formação do íon imínio ao longo das 4 h de monitoramento 
do sistema reacional (Figura 17). Esse resultado, coerente com os dados da literatura que 
indicam a preferência do meio polar prótico para a obtenção dos produtos da reação PBM, 
demonstra a importância do solvente para o curso da reação PBM: a estabilização das 































Figura 17. Presença do íon m/z 212 (imínio) na reação 3 (salicilaldeído, benzilamina e ácido borônico) em 
tolueno a temperatura de 90°C. Alíquota coletada após 4 horas do início do período reacional. 
 
A inobservância da espécie m/z 316 (a forma [M-H]+ do intermediário precursor 
das espécies m/z 289 e 330, Esquema 19, pág. 38) e a obtenção do intermediário 229 Da 
(zwitterion) evidenciam a formação de intermediários, que devido sua natureza neutra 
e/ou transiente, não não podem ser detectados via ESI(+)-MS(/MS).  
Assim, com o objetivo de capturar outras possíveis espécies reacionais e verificar 
a formação de intermediários ainda não detectados, realizou-se a substituição do 
salicilaldeído pelo 4-(dietilamino)-salicilaldeído, a exemplo da reação 2 (Esquema 24).  
Decorridos 5 min. do início do período reacional, o monitoramento da reação 4 
(utilizando metanol como solvente) evidenciou a presença de várias espécies no meio 
reacional, os íons m/z = 283, 369, 387, 423, 651 e 809 (bem como a espécie m/z 194, 
referente a forma [M-H]+ do aldeído marcado) conforme apresentado na Figura 18.  
A análise dos padrões de fragmentação das espécies observadas revela a 
correlação entre as estruturas dos intermediários obtidos na reação 4 (m/z 283, 369, 423 
e 509) com as respectivas espécies observadas na reação 3 (os íons m/z 212, 289, 352 e 
509), diferenciando-se apenas pela presença do grupo 4-(N,N-dietilamino) na estrutura 



















Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)


































Esquema 24.  Reações PBM para análise via ESI(+)-MS(/MS). Reação 1: salicilaldeído, morfolina e ácido 
borônico. Reação 2: modificação utilizando o 4-(N,N-dietilamino)-salicilaldeído como etiqueta de carga. 
Reação 3: salicilaldeído, benzilamina e ácido fenil borônico. Reação 4: modificação utilizando o 4-(N,N-
dietilamino)-salicilaldeído como etiqueta de carga.
+ 
ácido borônico 
121,93 g mol-1 
produto 1 
269,14 g mol-1 
salicilaldeído 
122,12 g mol-1 
morfolina 








340,46 g mol-1 
4-(N,N-dietilamino)-
salicilaldeído 







289,37 g mol-1 
benzilamina 





122,12 g mol-1 
4-(N,N-dietilamino)-
salicilaldeído 
193,24 g mol-1 
morfolina 
87,12 g mol-1 
ácido borônico 
121,93 g mol-1 
benzilamina 
107,15 g mol-1 
ácido borônico 
121,93 g mol-1 
ácido borônico 




































erro = 0,5 ppm  
C18H23N2O+ 
m/z 283,1805 
erro = 37,8 ppm  
C24H36BN2O+ 
m/z 369,2133 
erro = 18,7 ppm  
C24H28BN2O2+ 
m/z 387,2238 
erro = 3,1 ppm  
C24H32BN2O4+ 
m/z 423,2450 
erro = -54,8 ppm  
C42H48BN4O2+ 
m/z 651,3865 
erro = 7,1ppm  
C48H59B2N4O6+ 
m/z 809,4615 
erro = -23,6 ppm  
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 A estrutura da espécie m/z 283 (atribuída com base em seu padrão de 
fragmentação, Figura 19) corresponde ao intermediário imínio/enamina formado pela 
reação entre o aldeído marcado e a benzilamina, um intermediário gerado de forma 
análoga as espécie m/z 263 e 212 nas reações 2 e 3 respectivamente (Esquema 25).  
A observação e caracterização desses intermediários confirmam as propostas 
apresentadas nos dados da literatura, nas quais o mecanismo da reação possui como ponto 





































erro = 9,6 ppm  
C9H11N2O+ 
m/z 163,0866 




erro = 18,7 ppm  
C18H23N2O+ 
m/z 283,1805 
erro = 0,7 ppm  
C11H16N2O 





















Esquema 25. Formação dos intermediários imínio/enamina nas reações 2, 3 e 4. 
 
 De forma semelhante, os intermediários m/z 369 e 423 são estruturalmente 
equivalentes as espécies m/z 298 e 352 observados na reação 3 (Figura 20), conforme 











Figura 20. Relação estrutural entre as espécies m/z 298 e 352 observados na reação 3 e sues análogos m/z 
























m/z 298 C20H23BNO4+ 
m/z 352 
C24H26BN2O+ 





































Figura 21.  Padrão de fragmentação das espécies m/z 369 e 423, observados na reação 4 
m/z 




erro = 6,6 ppm  
C24H26BN2O + 
m/z 369,2133 
erro = 3,0 ppm  C21H18BN2O + 
m/z 325,1507 
erro = 3,1 ppm  
C16H16BN2O + 
m/z 263,1350 
erro = 3,8 ppm  
m/z 
   
C24H26BN2O+ 
m/z 369,2133 
erro = -3,5 ppm  
C24H32BN2O4+ 
m/z 423,2450 




erro = -16,5 ppm  
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 Por fim, a estrutura da espécie m/z 651 (baseada em seu padrão de fragmentação, 
Figura 22) corresponde ao intermediário formado pela reação entre duas moléculas do 
intermediário enamina (m/z 283) com uma molécula do ácido borônico, um intermediário 

































erro = -19,8 ppm  
C42H48BN4O2+ 
m/z 651,3865 
erro = 2,9 ppm  
C24H26BN2O+ 
m/z 369,2133 








 As estruturas identificadas na reação 4, e seus respectivos análogos na reação 3, 
evidenciam um padrão de intermediários formados no decurso da reação PBM: A 
formação inicial do intermediário imínio, o composto formado pela adição do imínio ao 
ácido borônico e seus derivados. 
 Notadamente, a inserção do aldeído marcado na reação 4, proporcionou a detecção 
da espécie m/z 387 que, conforme observado em seu padrão de fragmentação, Figura 24) 
corresponde a espécie acíclica formada pela reação entre o imínio e o ácido borônico, um 
intermediário reacional estruturalmente equivalente a espécie 315 Da (não observado via 
ESI(+)-MS) proposto  para a sequência de formação dos intermediário observados na 





















Esquema 26.  Acima: formação as espécies m/z 298 e 330 a partir do intermediário 315 Da (não observado) 





















ácido borônico imina 
+ 
C24H28BN2O2+ 





























erro = 3,1 ppm  
C11H16NO+ 
m/z 178,1226 
erro = 1,7 ppm  
C18H23N2O+ 
m/z 283,1805 




erro = 6,6 ppm  
C9H12NO+ 
m/z 150,0913 
erro = 0,7 ppm  
C9H12NO+ 
m/z 255,1495 
erro = -0,5 ppm  
C24H26BN2O+ 
m/z 369,2133 




E, por fim, o íon m/z 809 constitui-se em uma interação supramolecular entre as 
espécies 422 Da (a forma neutra do íon m/z 423, o precursor do produto da reação) e a 
espécie m/z 387 que, após dissociação da interação, se converte a espécie m/z 369, 



















Figura 25. Padrão de fragmentação do íon m/z 809, ESI(+)-MS/MS, evidenciando sua constituição 
supramolecular entre as espécies 422 e 386 Da (formas neutras dos respectivos íons m/z 423 e 387). 
 
 A observação da espécie m/z 387 (intermediário acíclico equivalente ao 
intermediário 315 Da na reação 3) na reação 4 e sua baixa intensidade relativa frente aos 
derivados na forma cíclica indicam seu elevado consumo e preferência para formação do 
derivados cíclicos que, como demonstrado por cálculos de energia livre, apresenta 
elevada estabilidade (Esquema 27). Dessa forma, a espécie acíclica consiste no 
“intermediário-chave” responsável pela formação do produto da reação PBM, tendo 
como caminho competitivo as espécies de estrutura cíclica envolvendo os átomos de O, 





erro = -18,9 ppm  
C24H26BN2O+ 
m/z 369,2133 
erro = 5,4 ppm  
C24H32BN2O4+ 
m/z 423,2450 




















Esquema 27. Energia de conversão entre a forma acíclica/cíclica do intermediário 386 Da (a forma neutra 
do íon m/z 387). Nível teórico utilizado PBE1PBE/CC-pVDZ. 
 
A preferência para a forma cíclica das espécies formadas pela dupla adição do 
imínio/imina ao ácido borônico (íons m/z = 509 na reação 3 e m/z = 651 na reação 4. 
Figura 23, pág. 48) inviabilizam a transferência do grupo fenila para o átomo de carbono 
da ligação C=N, sugerindo que estas espécies participam do mecanismo reacional como 
“reservatórios” de intermediários efetivos para a o caminho reacional, ou seja, suas 
respectivas formas acíclicas. 
 Embora os dados obtidos fundamentem a proposição do mecanismo reacional 
proposto para a reação PBM apresentado no Esquema 28, fez-se necessário a utilização 
de estudo teórico para o entendimento da etapa envolvida na transferência do grupo fenila, 
a partir do “intermediário-chave”, para a formação da estrutura precursora do produto da 
reação. Assim, realizou-se cálculos de DFT empregando-se tratamento explícito para o 
solvente utilizado na reação (duas moléculas de metanol). Essa abordagem evidenciou a 
participação efetiva do solvente na etapa de transferência do grupo fenila e o perfil 
energético envolvido nessa transformação. 





















Esquema 28. Mecanismo reacional para a reação PBM baseado nos intermediários observados 
experimentalmente via ESI(+)-MS. 
 
O papel do metanol, solvente polar prótico, para o curso reacional consiste (além 
da estabilização dos intermediários formados) na interação cooperativa como 
“intermediário-chave”, via interações de hidrogênio, proporcionando a formação de uma 
geometria favorável para a migração do grupo fenila para o átomo de carbono da ligação 
C=N (Esquema 29).  
O “intermediário-chave” interage por ligações de hidrogênio com duas moléculas 
de metanol, atingindo o estado de transição B, fornecendo o intermediário C. Em seguida, 
a transferência do grupo fenila (passando pelo estado de transição D) gera o intermediário 
E, uma estrutura análoga aos íons m/z 352 e 423 (Figura 20, pág. 46) que após hidrólise 
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Esquema 29. Interação cooperativa do solvente (duas moléculas de metanol) na etapa de transferência do grupo fenila, a partir do “intermediário-chave”, e seu perfil energético. 

































Capítulo 2: Ação Citotóxica de Diidropirimidinonas 
Fluorescentes 
 
Com base nos dados da literatura, indicando as regiões essenciais à atividade 
inibitória do monastrol,29,30,32,61 a obtenção das diidropirimidinonas (DHPM´s) 
fluorescentes análogas ao monastral baseou-se na inserção do fluorofulo benzotiadiazola 
(BTD) em sua estrutura, gerando os derivado citotóxico BTD_NH2-pf01 (com a inserção 
da BTD na região do grupo éster) e não citotóxico BTD_Br2-pf01 (obtidas com a inserção 





















Esquema 30. DHPM´s planejadas a partir da inserção do fluorofulo BTD nas regiões farmacofórica e 





















 Inicialmente, realizou-se a preparação do intermediário BTD_Br2, o reagente 
precursor do aldeído a ser utilizado na reação de Biginelli para a obtenção do composto 
luminescente não citotóxico BTD_Br2-pf01.  
A reação entre a 1,2-diaminobenzo e cloreto de tionila forneceu o núcleo 
benzotiadiazola (BTD) que, em seguida, foi convertido ao intermediário BTD_Br2 (4,7-








Esquema 31. Sequência sintética para obtenção do composto BTD_Br2. 
 
 Os dados de RMN confirmam a formação do produto desejado pela análise da 
variação dos sinais de 1H e 13C observados na conversão do composto BTD em BTD_Br2.  
Nos espectros de RMN 1H, a substituição do H1 por um átomo de Br resulta na 
ausência do dupleto observado em 8,01 ppm (H1, BTD) e deslocamento do dupleto em 
7,58 ppm (H2, BTD) para 7,72 ppm (H2, BTD_Br2) devido a diferença de 
eletronegatividade conferida pela ligação C-Br (Figura 26). Nos espectros de RMN 13C a 
reação é evidenciada pelo deslocamento do sinal referente ao átomo C2 em 121,5 ppm 
(C2-H1, BTD) para 113,9 ppm (C2-Br, BTD_Br2) em decorrência da formação da ligação 
C-Br que, devido a diferença de eletronegatividade da nova ligação C2-Br, também resulta 
no deslocamento dos sinais em 154,8 ppm (C1) e 129,3 ppm (C3) observados no 
composto BTD, para os valores de 153,0 ppm (C1) e 132,3 ppm (C3) no produto 
BTD_Br2 (Figura 27). 
Após obtenção e caracterização do produto BTD_Br2, realizou-se a síntese do 
composto BTD_Br2-mp01, o aldeído necessário para a obtenção da DHPM fluorescente 
BTD_Br2-pf01 via reação de Biginelli. O produto desejado foi obtido empregando-se a 
reação de Suzuki (uma reação entre um haleto de arila/vinila com o ácido fenil/vinil 
borônico, catalisado por paládio, para a formação de ligação Csp2-Csp2) conforme 






















































Figura 26. Espectros de RMN 1H (300 Mhz, solvente: CDCl3) evidenciando a conversão do composto BTD 
(acima) a BTD_Br2 (abaixo).  
BTD_Br2 H.esp












































































Figura 27. Espectros de RMN 13C (300 Mhz, solvente: CDCl3) evidenciando a conversão do composto BTD 
(acima) a BTD_Br2 (abaixo). 
BTD_Br2 C.esp






























































Esquema 32. Reação de Suzuki para a obtenção do composto BTD_Br2-mp-01. 
 
Nos espectros de RMN 1H, a formação da ligação Csp2-Csp2 verifica-se pelo 
pequeno deslocamento do único sinal presente no reagente, o simpleto referente ao H2 
aromático em 7,72 ppm (H2, BTD_Br2) para 7,92 no produto (H2, BTD_Br2–mp01) 
devido a troca da ligação Csp2-Br por Csp2-Csp2 no carbono adjacente e, por consequência, 
a formação do simpleto em 10,14 ppm referente ao átomo H5 do aldeído (H5, BTD_Br2–
mp01) e os dupletos em 8,19 e 8,09 ppm referentes aos átomo H4 e H3 aromáticos (H4, 
H3, BTD_Br2–mp01) componentes da estrutura do produto formado (Figura 28). 
Nos espectros de RMN 13C a reação é evidenciada pelo deslocamento do sinal 
referente ao átomo C2 em 113,9 ppm (C2-Br, BTD_Br2) para 133,0 ppm (C2-C4, 
BTD_Br2–mp01) em decorrência da formação da ligação Csp2-Csp2 que, resultando no 
acoplamento do benzaldeído junto a estrutura do reagente BTD_Br2, apresenta os sinais 
em 129,9; 130,0; 136,1 e 143,0 ppm referentes aos carbonos aromáticos (C4-C7, 


















































Figura 28. Espectros de RMN 1H (300 Mhz, solvente: CDCl3) evidenciando a conversão do composto BTD-
Br2 (acima) a BTD_Br2–mp01 (abaixo). 
BTD_Br2-mp01 H.esp


















































































Figura 29. Espectros de RMN 13C (300 Mhz, solvente: CDCl3) evidenciando a conversão do composto 
BTD-Br2 (acima) a BTD_Br2–mp01 (abaixo). 
Deslocamento químico (ppm) 
BTD_Br2 C.esp






























































Finalmente, para a obtenção do derivado DHPM fluorescente não citotóxico, o 
produto BTD_Br2-pf01, realizou-se a reação de Biginelli utilizando o acetoacetato de 

















Esquema 33. Reação de Biginelli, utilizando o aldeído BTD_Br2-mp01, para obtenção da DHPM 
fluorescente BTD_Br2-pf01. 
 
 No espectro de RMN 1H (Figura 30) a formação do núcleo DHPM é evidenciado 
pelo deslocamento do sinal do H5 para 5,30 ppm, resultado da conversão do grupo aldeído 
do reagente (H5 em 10,14 ppm, BTD_Br2-mp01) ao carbono assimétrico presente no anel 
DHPM; dos sinais em 4,07 e 1,16 ppm referentes aos átomos H6 e H7 do grupo éster –
CO2CH2CH3, o sinal em 2,34 ppm do H8 da metila ligada ao carbono sp2 do anel DHPM 
e o deslocamento dos sinais referentes aos hidrogênio aromático H3 e H para 7,98 e 7,40 
ppm, observados em 8,08 e 8,19 ppm no reagente. No espectro de RMN 13C (Figura 31) 
observa-se os sinais referentes aos carbonos da ligaçoes duplas C=S ( = 174,2 ) e C=O 
( = 162,2) e o deslocamento do sinal em 191,8 ppm (referente ao carbono -CHO do 
































Figura 30.Espectro de RMN 1H (300 Mhz, solvente: DMSO) evidenciando a estrutura do derivado DHPM fluorescente não citotóxico BTD_Br2-pf01.  





































Deslocamento químico (ppm) 


















































Figura 31. Espectro de RMN 13C (300 Mhz, solvente: DMSO) evidenciando a estrutura do derivado DHPM fluorescente não citotóxico BTD_Br2-pf01
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Enquanto a síntese do derivado DHPM não citotóxico BTD_Br2-pf01 fez-se 
necessário a preparação do fluorofulo BTD_Br2 (Esquema 31, pág. 57), a obtenção do 
composto citotóxico partiu do fluorofulo comercial 4-aminobenzotiadiazol  (BTD_NH2) 
que, reagindo com acetoacetato de etila, forneceu o produto BTD_NH2-1,3-dicarbonil 
(Esquema 34), o componente dicarbonílico a ser utilizado na reação multicomponente de 








Esquema 34. Síntese do composto BTD_NH2-1,3-dicarbonil. 
 
 O espectro de RMN 1H do produto obtido apresenta os sinais em 8,43; 7,69 e 7,58 
ppm referentes aos hidrogênio aromáticos H1, H3 e H2 do núcleo BTD e os simpletos em 
3,67 e 2,31 ppm referentes aos átomos H5 e H6 da sequência -COCH2COCH3. No espectro 
de RMN 13C observa-se os sinais referentes aos carbonos NC=O e C=O em 164,0 e 204,6 
ppm, os carbonos da sequência -COCH2COCH3 em 49,8 e 31,3 ppm, coerentes com a 






























































Figura 32. Espectros de RMN (300 Mhz, solvente: CDCl3) de 1H (acima) e 13C (abaixo) evidenciando a 
estrutura do composto BTD_NH2-1,3-dicarbonil. 
BTD_NH2-(1-3-dicarbonila)H  gisele.esp








































































































Após obtenção e caracterização do composto BTD_NH2-1,3-dicarbonil, realizou-
se a reação de Biginelli para síntese do derivado BTD_NH2-pf01 (Esquema 35), o 










Esquema 35. Síntese do derivado DHPM citotóxico BTD_NH2-pf01 via reação de Biginelli. 
 
 
 A comparação dos dados de RMN de 1H e 13C do reagente BTD_NH2-1,3-
dicarbonil com oo espectros obtidos do produto da reação confirma a estrutura do 
composto desejado.  
No espectro de RMN de 1H observa-se a perda do sinal referente ao hidrogênio 
CH2 (simpleto,  = 3,75) e deslocamento do sinal referente ao grupo –CH3 (simpleto,  = 
2,40) para 2,27 no produto (Figura 33). Adicionalmente, o espectro de RMN de 13C 
evidencia os deslocamentos dos sinais referentes ao carbono do grupo –CH2 (de 49,7 para 
120,0 ppm devido sua conversão a carbono quartenário e posição na estrutura do produto) 
e do grupo C=O  (de 204,6 para 148,5 ppmno produto). Os sinais característicos no RMN 
de 1H para o produto são os hidrogênios aromáticos (simpleto,  = 6,92; dupleto  = 6,90; 








































Figura 33. Espectro de RMN 1H (300 Mhz, solvente: DMSO) evidenciando a estrutura do composto BTD_NH2-pf01. 
 













































    











































































Figura 34. Espectro de RMN 13C (300 Mhz, solvente: DMSO) evidenciando a estrutura do composto BTD_NH2-pf01.  




















































































 Os derivados DHPM fluorescentes BTD_Br2-mp01 e BTD_NH2-pf01 foram 
submetidos a testes biológicos e, conforme esperado, a análise biológica (inviabilidade 
do crecimento celular de linhagens cancerígenas MCF-7) comprovou a ação citotóxica 
do composto BTD_NH2-pf01 (IC50 = 250 M) e mostrou não haver citotoxicidade para 
o composto BTD_Br2-mp01, que utilizando concentrações da ordem de 0,75 a 100 M 
apresentou aumento discreto aumento da taxa de inibição da viablidade celular, de 3% 
para 12%, permanecendo constante para concentrações de 125 a 500 M e, de forma mais 
significativa, apresentando pequeno aumento da atividade inibitória somente em 
concetrações acima de 1000 M. Resultados que classificam o composto BTD_Br2-
pf01como não citotóxico, enquanto o composto BTD_NH2-pf01 apresentou acentuada 
inibição em concentrações de 125 a 1000 M (Gráfico 1). 
Esses resultados que confirmam a necessidade do grupo farmacofórico para a 
atividade citotoxica apresentada pelos derivados do monastrol, conforme dados 













Gráfico 1. Taxa de inibição de viabilidade celular (citotoxicidade) para os compostos BTD_Br2-pf01 e 
BTD_NH2-pf01 em células cancerígenas MCF-7. 
 
 As análises do imageamento celular, via microscopia confocal, evidenciaram 
células com morfologia preservada (celulas globulares e sem deformidades aparentes) e 
ciclo de divisão celular mitótica normal (fuso mitótico dipolar) para as celulas tratadas 
com o composto BTD_Br2-pf01, reforçando  não haver ação citotoxica pela presença do 












































































Figura 35. Agrupamento de células visto sob microscopia confocal. Em vermelho: microtubulos; em azul: 
cromatina; em verde: DHPM fluorescente BTD_Br2-mp01. Acima: destaque da morfologia celular. 
Abaixo: formação do fuso dipolar mitótico na presença da DHPM fluorescente. 
 
Em contraste, as imagens obtidas ao tratar as células com o composto citotóxico 
BTD_NH2-pf01, apresentam células com estrutura morfológica comprometida, corpos 
disformes, rugosidade, fragmentação da membrana celular e alterações no processo 
mitótico causado pela formação do fuso monoastral (Figura 36).  
Adicionalmente, observa-se uma dinâmica de dispersão diferenciada entre os 
compostos citotóxico BTD_NH2-pf01 e não citotóxico BTD_Br2-mp01. Após entrar no 
citoplasma celular, o composto se acumula na membrana nuclear e se dispersa em direção 
ao núcleo antes da celular entrar em divisão.  Enquanto  o composto não citotóxico 
apresenta impermeabilidade à membrana nuclear, acumulando-se ao redor do núcleo, 
somente tendo acesso a as proteínas Eg5 quando a célula, em momento avançado da 
divisão celular, desfaz a carioteca (Figura 37).  
 










       
 
Figura 36. Alterações celulares causadas pelo composto BTD_NH2-pf02. A e B: alterações morfológicas. 














Figura 37. A esquerda: dispersão do composto BTD_NH2-pf01 através da membrana nuclear. A direita: 
dispersão do composto BTD_Br2-pf01 ao redor da membrana nuclear, detalhe para a ausência do contorno 
da membrana nuclear. (A: células vivas; B) destaque para a morfologia célular; C) células fixadas, D) 
destaque para a morfologia celular. 
 
 Outra característica fundamental associada ao composto BTD_NH2-pf01, e de 
especial interesse para a microscopia confocal, está na sua emissão característica. Embora 
as imagens anteriormente apresentadas demonstrem o produto citotóxico na cor verde, 
este apresenta espectro de emissão triplo (RGB: red, green and blue), ou seja, pode ser 
observado tanto nas cores verde, azul ou vermelha, a depender das caracteristicas dos 
demais marcadores celulares presentes no experimento (Figura 38)  



















Figura 38. Célula tratada com o composto citotóxico BTD_NH2-pf01. Acima: imagem de contraste 
evidenciando a disformidade da morfologia celular. Abaixo: visualização “RGB” do composto disperso no 
ambiente celular.  
 
 
Embora os dados de toxicidade e da microscopia confocal claramente comprovem 
a inatividade do composto BTD_Br2-pf01 sobre as proteinas motoras Eg5, a análise do 
acompanhamento da evolução do processo de divisão celular evidencia uma caracteristica 
importante associada ao produto testado. O composto não se dispersa pelo citoplasma 
celular, ao contrário, as imagens demonstram a formação de agrupamentos definidos 
(manchas de cor verde) e de movimentação progressiva durante o processo de mitose 
celular. Esta observação indica que, mesmo não apresentando citotoxicidade, o composto 
apresenta especificidade para as proteínas motoras Eg5, mas não interferem no seu 









O monitoramento da reação PBM via ESI(+)-MS(/MS), associado a técnica de 
etiqueta de cargas, a caracterização por raio-X do intermediário neutro gerado ao longo 
da reação e a utilização de cálculos DFT empregando-se a abordagem explícita para o 
solvente, forneceram dados inéditos e conclusivos para que este trabalho pudesse 
apresentar  um caminho reacional mais detalhado para a reação multicomponente PBM. 
Notadamente, para a etapa de transferência do grupo fenila, os cálculos de DFT 
revelaram que a forma acíclica do intermediário-chave, apesar de menos estável que a 
forma cíclica, é a estrutura responsável pela transferência do fenila, sendo a participação 
do solvente fundamental para a formação do estado de transição com requisitos 
energéticos/geométricos necessários para que a transferência do grupo fenila ocorra. 
Adicionalmente, a obtenção de Diidropirimidinonas fluorescentes citotóxicas e 
não citotóxicas para investigação da ação inibitória sobre proteínas motoras do fuso 
mitótico (Eg5), via microscopia confocal, mostrou-se satisfatória. Os dados obtidos 
sugerem haver outro fator relacionado a ação citotóxica apresentada pelas DHPM´s, a 
capacidade de transpor a membrana nuclear antes do início do processo de divisão celular. 
Assim, DHPM´s com elevada afinidade a proteína Eg5, podem estar apresentando 
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Anexos 1: Artigo Publicado Referente ao Capítulo 1 
 
Investigações Sobre o Mecanismo Reacional da Reação Petasis-Borono_Mannich 
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